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摘 要 
蛋白质的可逆磷酸化过程参与了生物体的多种生命活动，已经成为生命科
学、医学和化学等领域引人注目的研究热点。蛋白质磷酸化，尤其是酪氨酸磷酸
化，被认为与人类疾病，如女性乳腺癌、男性不孕不育症等的产生与发展，有着
密不可分的关系。随着样品富集技术和仪器的迅速发展，通过代谢标记或化学标
记引入不同同位素标签的分子质谱法已经可以实现酪氨酸磷酸化蛋白质的相对
定量分析。但是，随着生命科学的不断进步，相对定量研究已难以满足生命机理
和医学诊断的需要。此外，基于内标法的同位素标记策略虽然可实现磷酸化蛋白
质的绝对定量，但是合成同位素标记多肽标准品耗时太长且成本较高，并且无法
将其应用于未知蛋白的定量研究。因此，发展简单、快速、灵敏的酪氨酸磷酸化
绝对定量方法显得越来越迫切。电感耦合等离子体质谱（ICP-MS）同时具有灵
敏度高、背景干扰小、元素信号响应不受元素形态影响等优点。发展拥有多个同
位素并在 ICP 中离子化效率较高的外源元素对蛋白质进行化学选择性和生物特
异性标记的策略，使得非形态特异同位素稀释（species unspecific isotope dilution, 
SUID）ICP-MS 日益成为蛋白质绝对定量分析中具有巨大潜力的分析工具。本论
文利用二甲基吡啶胺-镓配合物与磷酸化蛋白间选择性相互作用的特点，构建了
集磷酸化多肽/蛋白质的标记、富集和磷酸化酪氨酸的绝对定量于一体的光可裂
解纳米颗粒基础上的 Ga 标签，使用蛋白酪氨酸磷酸酯酶（PTP-1B）特异性消去
酪氨酸上的磷酸基团，可以选择性地获取酪氨酸磷酸化水平的含量信息。模型磷
酸化多肽标准物及人体 ERK1 多肽分析实验验证了所建立的 Ga 标记策略的可行
性和工作效率，并研究了人体乳腺癌 MCF-7 细胞系在胰岛素刺激前后的酪氨酸
磷酸化水平的含量变化。本文的主要研究工作分为以下四个部分： 
第一章系统地介绍了磷酸化蛋白质背景知识，简要综述了近年来（酪氨酸）
磷酸化蛋白质的定量分析技术和方法。 
第二章基于 β-消除 /迈克尔加成反应法（β-elimination/Michael addition 
reaction), 建立了针对蛋白质丝氨酸/苏氨酸磷酸化定量的稀土元素标记策略，首
先利用 MMA-DOTA-Eu 标签标记模型磷酸化多肽并通过 HPLC/SUID ICP-MS 对
稀土元素的高灵敏度检测实现对蛋白质丝氨酸/苏氨酸磷酸化含量的测定。 
第三章设计合成了二甲基吡啶胺-镓双核金属配合物，并通过光可裂解基团
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将其与羧基功能化的磁性纳米颗粒链接，创建了集磷酸化多肽/蛋白质的标记、
富集和磷酸化酪氨酸的绝对定量于一体的光可裂解纳米颗粒基础上的 Ga 标签。
利用 PTP-1B 对磷酸化酪氨酸的去磷酸化，模型磷酸化多肽标准物、人体 ERK1 
(pT202/pY204)多肽及人体乳腺癌MCF-7细胞系的分析实验证实了该策略可以实
现磷酸化酪氨酸的选择性绝对定量分析。 
第四章对本论文的主要研究工作进行了总结，剖析了优点和不足之处，并对
有可能深入开展的后续工作进行了展望。 
 
关键词：酪氨酸磷酸化；磷酸化蛋白质；ICP-MS；双核镓配合物；绝对定量 
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Abstract 
Reversible phosphorylation of proteins participates in many life processes. Study 
of phosphorylated proteins has become a hot topic in life science, medicine and 
chemistry. Protein phosphorylation, especially tyrosine phosphorylation, regulates the 
occurrence and development of various diseases, such as breast cancer and male 
infertility. With the rapid development of sample enrichment technology and 
instruments, relative quantification of tyrosine phosphoproteins usually utilizes 
molecular mass spectrometry (MMS) under the aid of different isotopic signature 
peptides for the targeted phosphorylated proteins. However, along with the advance in 
life science, relative quantitative research has been difficult to meet the needs of life 
mechanism and medical diagnosis. Besides, isotope-labeled internal standard policy 
could achieve absolute quantification of protein phosphorylation, but synthesis of the 
isotopically labeled peptide standards is time-consuming and expensive. Moreover, it 
could not be applied to quantitatification of unknown protein. Therefore, there is an 
urgent need to develop a simple, fast and sensitive method for quantifying tyrosine 
phosphorylation absolutely. As a hard ionization source mass spectrometry, 
inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS) has many advantages, such 
as high sensitivity, low background, and identical signal response of the same element 
in different chemical species. ICP-MS thus becomes a choice for absolute 
quantification of phosphoproteins with only one isotopic element species via species 
unspecific isotope dilution (SUID) technique. In this thesis, we were stimulated by the 
feature of Ga and its binding chemistry to designed and synthesized a photocleavable 
Fe3O4@SiO2-COOH magnetic nanoparticle based Ga-tag (MNP-based Ga-tag) to 
integrate the labeling and enrichment of phosphoproteins and quantifying the tyrosine 
phosphorylation level (pY) when applying a specific protein-tyrosine phosphatase 1B 
(PTP-1B) using SUID ICP-MS. A series of synthetic phosphorylated peptide 
standards, human ERK1 (pT202/pY204) peptide as well as human breast cancer 
MCF-7 cell lines were used to demonstrate the application of the Gallium-tagging 
strategy. My thesis includes four chapters: 
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In chapter one, background knowledge of (tyrosine) phosphorylated proteins 
were introduced, and the reported strategies for (tyrosine) phosphoprotein 
quantification are briefly reviewed. 
In chapter two, a Eu-tagging strategy towards phosphoserine/ phosphothreonine 
peptides was presented based on the β-elimination/Michael addition reaction. The 
model peptides were first labeled with MMA-DOTA-Eu and then quantified using 
HPLC/SUID-ICP-MS under the optimal conditions.  
In chapter three, we designed and synthesized a photocleavable dimetallic 
Ga(III)-dipicolylamine complex to conjugate targeted phosphopeptide and/or 
phosphoprotein through tight phosphate-ester bonds. It was linked to carboxylated 
magnetic nanoparticles via a photocleavable moiety (2-Nitrophenyl derivative) to 
realize labeling, enrichment and release of phosphoproteins and other possible 
phosphate-containing molecules/ions for absolute quantification of tyrosine 
phosphorylation. Utilizing protein tyrosine phosphatase-1B to dephosphorylate the 
phosphotyrosine, this photocleavable MNP-based Ga-tag was first validated using 
model phosphopeptides and human ERK1 (pT202/pY204) peptide as well as the 
human breast cancer cell lines (MCF-7). The results obtained confirmed the feasibility 
of labeling, enrichment and absolute quantification of proteins tyrosine 
phosphorylation upon the Gallium-tagging strategy.  
In Chapter 4, we concluded the advantage and disadvantage of our research 
works, and gave perspective view of the possible work in the future. 
 
Key words: tyrosine phosphorylation; phosphoproteins; ICP-MS; dimetallic Ga 
complex; absolute quantification
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第一章 前 言 
1.1 蛋白质的组成、结构和功能 
以 L-α-氨基酸为基本单位构成的链状大分子就是构成生命体的蛋白质
（protein）。分别包含精氨酸（Arg，arginine，R）、赖氨酸（Lys，lysine，K）、
苏氨酸（Thr，threonine，T）、丝氨酸（Ser，serine，S）、酪氨酸（Tyr，tyrosine，
T）、亮氨酸（Leu，leucine，L）、色氨酸（Trp，tryptophan，W）、异亮氨酸
（Ile，isoleucine，I）、苯丙氨酸（Phe，phenylalanine，F）、丙氨酸（Ala，alanine ，
A）、脯氨酸（Pro，proline，P）、缬氨酸（Val，valine，V）、半胱氨酸（Cys，
cysteine，C）、天冬氨酸（Asp， aspartic acid，D）、天冬酰胺（Asn，asparagine，
N）、谷氨酰胺（Gln，glutamine，Q）、蛋氨酸（Met，methionine，M）、谷氨
酸（Glu，glutamic acid，E）和组氨酸（His，histidine，H）等 20 种基因编码的
天然氨基酸。其中 Phe、Lys、Thr、Trp、Leu、Ile、Met、Val 这八种氨基酸必须
靠从食物中获取，这是由于它们是人体自身不能合成的必需氨基酸。 
目前除了这 20 种主要基因编码天然氨基酸外，越来越多的基因编码天然氨
基酸被发现。硒代半胱氨酸（U，Sec，Selenocysteine）[1-2]是第 21 种基因编码的
氨基酸序列。2002 年，人类发现了吡咯赖氨酸（Pyl，Pyrrolysine，O）[3-4]，它
是由终止密码子 UAG 有意义编码的，被称为第 22 种基因编码的天然氨基酸。
随着分析检测技术的不断提高，可能会有更多的氨基酸被研究者发现。 
生物体中，核糖体以信使核糖核酸（mRNA）为模板，将信使核糖核酸中碱
基序列转换成相应蛋白质中的氨基酸序列，氨基酸的羧基和氨基再共价结合形成
多肽，最后组装成目标多肽链。不同氨基酸之间的离子键、共价键、疏水作用、
二硫键、氢键等作用力，形成了蛋白质的各级结构，最终呈现出不同蛋白质的特
定空间构象，从而产生不同的生物功能。蛋白质要行使正常的生化功能，形成正
确的空间三维结构是前提。 
一级结构是指蛋白质中不同氨基酸残基的序列次序及各个二硫键的位置；二
级结构是指在蛋白质的局部区域内，多肽链沿一定的方向进行折叠和盘绕，主要
有自由回转、β-折叠、β-转角、α-螺旋等；三级结构是蛋白质进行的次级键折叠
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卷曲而形成的特别的空间三维构象，在二级结构的基础上进行，包括侧链的排列，
是整个肽链的折叠情况；蛋白质的四级结构是由多亚基蛋白质分子中具备三级结
构的不同多肽链聚合而成的特殊结构。 
蛋白质由不同氨基酸组成，主要由基本元素硫（S，2%）、氢（H，7%）、
氮（N，16%）、氧（O，23%）、碳（C，50%）及部分蛋白中含有的微量元素
硒（Se）等组成。翻译后修饰（PTM）的过程会将磷（P）元素引入到蛋白质中。
此外，还有一些其他的金属元素与蛋白质结合，通过协调，在生命活动中扮演着
重要的角色，如Na，K，Ca，Mg，Mn，Fe，Co，Ni，Cu，Zn等。 
基因→mRNA→蛋白质，这是传统的中心法则。目前研究已证实，一个基因
不仅仅只相对于一个蛋白质，可能会有几个抑或是几十个。目前，人类基因只有
两万到两万五千个，远远少于早期的推算，但是这些为数不多的基因可以编码出
来的蛋白质种类远远超过这个数量。并且蛋白质在生命过程中会不断发生后修
饰，这更是增加了蛋白质的种类和复杂程度。据估计，人体内可以产生1010种抗
体，每一种抗体都可以与对应的抗原特异性结合，可见蛋白质的复杂性[5]。综上，
固然遗传信息的源头是基因，然而蛋白质才是生命体的主要功能执行者，因此研
究“蛋白质”成为人类的重要课题。 
蛋白质有着储存氨基酸、组成有机体、催化新陈代谢（酶）、接受和传递信
息、调节蛋白质的生理功能、运输功能、调控细胞的生长、分化以及遗传信息的
表达等十分重要的功能。在生物体的不同成长时期，蛋白质的表达是动态变化的，
研究不同病理及生理条件下蛋白的表达状态，发现生命体内与重要疾病相关的蛋
白标志物或关键调控分子，便可为疾病的早期诊治提供依据。特别是与恶性肿瘤
相关的蛋白质，对疾病的预防、早期诊断及临床治疗具有十分重要的意义。 
1.2 蛋白质的可逆磷酸化 
1.2.1 蛋白质的翻译后修饰 
翻译后修饰（PTM，Post-translational modification）是蛋白质在翻译后的化
学修饰，是蛋白质生物合成的较后步骤。在合成蛋白质的过程中，20种不同的氨
基酸会排列合并成为不同的蛋白质。氨基酸的翻译后修饰主要发生在蛋白质的生
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物化学官能团上（如醋酸盐、磷酸盐、不同的脂类及碳水化合物等），不同的翻
译后修饰能够改变氨基酸的化学性质，如极性、电荷、构象和疏水性等，造成结
构的转变（如建立双硫键），拓展蛋白质的功能。蛋白质翻译后修饰常见的有泛
素化、糖基化、乙酰化、磷酸化等。目前对于蛋白质的翻译后修饰研究，一直是
科学家们研究的重点和热点。 
1.2.2 蛋白质的可逆磷酸化 
由蛋白质激酶催化的，把 ATP 或 GTP-γ 位的磷酸基转移到底物蛋白质氨基
酸残基（酪氨酸、苏氨酸、丝氨酸等）上的过程即是蛋白质的可逆磷酸化（reversible 
phosphorylation），是生物体内一种普遍存在的调节方式，在细胞的信号转导等
方面起着重要作用。早在 1906 年，Alsberg 和 Levene 就首次在 vitellin 蛋白质中
发现了蛋白质的磷酸化[6]，并在将近 30 年后鉴定出这个蛋白质为磷酸化丝氨酸
蛋白[7]。1954 年，Burnett 等人首次提出蛋白质的磷酸化并不是随机发生的，而
是由酶控制催化的[8]。1979 年，Tony Hunter 等人发现蛋白质的磷酸化同样也可
以发生在酪氨酸位点[9]。到了 20 世纪 80 年代，基于苏氨酸和丝氨酸位点的磷酸
激酶、磷酸酯酶的发现，完整揭示了蛋白质的可逆磷酸化过程[10-12]。 
蛋白质的磷酸化主要表现为蛋白质氨基酸侧链上的-OH 和-NH-上连接一个
磷酸基团。磷酸激酶会促使蛋白质发生磷酸化，而磷酸酯酶则会使磷酸化蛋白质
发生去磷酸化，生命体系内蛋白质的可逆磷酸化过程由这两种酶共同调节着。蛋
白质存在两种形式的磷酸化过程，一种磷酸化发生在 N 端位点，包括赖氨酸、
精氨酸和组氨酸位点；另一种发生在 O 端位点，包括酪氨酸、苏氨酸和丝氨酸
等位点。 厦
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Figure 1-1 proteins reversible phosphorylation. 
图 1-1 蛋白质的可逆磷酸化进程。 
真核生物中，蛋白质的可逆磷酸化极少部分发生在组氨酸的 N 端位点，大
部分发生在酪氨酸、苏氨酸和丝氨酸等氨基酸的 O 端位点[13]。在真核生物细胞
中，磷酸化酪氨酸、磷酸化丝氨酸和磷酸化苏氨酸的磷酸化水平分别为 1.8%、
86. 4%和 11. 8%[14]。尽管还未探明，人们推测人类蛋白组中的磷酸化蛋白质可能
存在超过 100000 个磷酸化位点[15]。并且，研究表明哺乳动物细胞内超过 50%的
蛋白质在其生命周期内发生过磷酸化过程[16]。目前，真核生物的 O-磷酸化是人
类磷酸化蛋白质组学的研究重点。 
原核生物细胞中蛋白质也可发生磷酸化，可发生在赖氨酸、精氨酸、组氨酸、
酪氨酸、苏氨酸、丝氨酸等位点上。近两年来，N 端磷酸化的研究获得了越来越
多科学家的重视，越来越多的人开始研究其生物学意义[17]。 
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